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NOUVEAUX DERIVES DE PURINE POSSEDANT NOTAMMENT DES 
PROPRIETES ANTI-PROLIFERATIVES ET LEURS APPLICATIONS 

BIOLOGIQUES . 

L' invention a pour objet de nouveaux derives de 
purine possedant des proprietes anti-prolif eratives et 
leurs applications biologiques. 

Elle vise en particulier des derives de purine 
dotes d'un effet inhibiteur vis-a-vis de proteines kinases 
cycline-dependantes, ou cdk en abrege. 

L' etude des mecanismes moleculaires qui. 
controlent le cycle cellulaire a permis de mettre en 
evidence le role regulateur des cdk. Ces proteines sont 
15 constituees d * au moins deux sous-unites, une sous-unite 
catalytique ( dont cdc2 est le prototype ) et une sous-unite 
regulatrice (cycline), Huit cdk ont ete decrites, cdkl 
(=cdc2), cdk2-cdk8. 

A 1* exception de cdk3, pour laquelle aucune 
. cycline associee n'est connue, ces cdk sont regulees par 
• association transitoire avec un membre de la famille des 
cyclines : cycline A (cdc2, cdk2), cycline B1-B3 ( cdc2 ) , 
cycline C ( cdk8 ) , cycline D1-D3 ( cdk2-cdk4-cdk5-cdk6 ) , 
cycline E (cdk2), cycline H (cdk7), 

Chacun de ces complexes est implique dans une 
phase du cycle cellulaire. L • activite des cdk est regulee 
par modification post-traductionnelle,. par associations 
transitoires avec d ' autres proteines et par modification de 
leur localisation intracellulaire. Les regulateurs des cdk 
30 comprennent des activateurs (cyclines, cdk7/cycline H, 
phosphatases cdc25), les sous-unites p9^^^ et plS*'*'*'"^^ et 



20 
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les proteines inhibi trices (pl6 , pl5 p2l ^ , pl8, 

p27^^^^). 

Parallelement aux recherches purement 

f ondamentales sur les inecanismes regulateurs de la division 

5 cellulaire, 1 ' importance des deregulations des kinases 
cyclines-dependantes dans le developpement des tumeurs 
humaines a ete demontree par de nombreuses etudes. Ainsi, 
ont ete observees la surexpression de cyclines D et E dans 
de nombreuses tumeurs, la surexpression de cdc2, les 

10 proprietes oncogeniques des cyclines D et A, 1' expression 
temporelle anormale de kinases cyclines-dependantes, la 
deregulation majeure des inhibiteurs proteiques (mutations, 
deletions ) . 

Les regulateurs du cycle de division . cellulaire 
15 font 1' Ob jet de tres nombreuses etudes cliniques 
(utilisation en tant que marqueurs indicatifs pour le 
traitement ) . 

Ces resultats encouragent tres fortement les 
efforts de comprehension detaillee des mecanismes 

20 regulateurs du cycle cellulaire. lis conduisent egalement a 
rechercher, par criblage, des molecules inhibi trices de 
kinases cyclines -dependantes . 

Plusieurs inhibiteurs de kinases ont ete decrits, 
comme la butyrolactone , le flavopiridol et la 2(2- 

25 bydroxyethylamino )-6-benzylamino-9-m6thylpurine, appelee 
olomoucine, Les travaux concemant I'olomoucine sont 
rapportes par Vesely et al. dans 1' article portant la 
reference ( 1 ) dans la liste des references bibliographiques 
donnee en fin de description. 

30 

Get inhibi teur de cdc2, de grande efficacite 
(son IC50 est de 7 pM) et tres selectif (plus de 35 kinases 
ont ete testees ) , repond a la formule : 
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Les travaux des inventeurs dans ce domaine les 
oni: conduits a elaborer de nouvelles molecules 

particulierement interessantes, inhibant cdc2 a doses 
faibles, tout en conservant la specif icite enzymatique de 
1 * olomoucine . 

invention a done pour but de fournir de 
nouveaux derives de purine possedant notamment des 
proprietes anti-prolif eratives . 

L' invention vise egalement un procede d'obtention 
de ces derives par voie de synthese, permettant de les 
preparer a 1 ' echelle industrielle . 

Elle vise egalement leur application en 
therapeutique et en t:ant qu 'herbicide. 

Les derives de purine de 1 ' invention sont 
caracterises en ce qu'ils repondent a la formule I 
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dans laquelle, 

- R2, R6 et: R9 , identiques ou different:s les uns 
5 des autres, representent un atome d* halogens, un radical R- 

R-NH-NH-, NH^-R ' -NH- ou R-NH-R^-NH-, dans lequel R 
represents un radical alkyle a chains droite ou ramifies, 
sat:ure ou insatrure, un radical aryle ou cycloalkyle, ou un 
heterocycle, et R ' un groups alcoylene a chaine droite ou 

10 ramifiee, sature ou insature, ou un groupe arylene ou 
cycloalcoylene, R et R' renfermant chacun de 1 a 8 atomes 
de carbone, et etant substitues, le cas echeant, par un ou 
plusieurs groupes -OH, halogene, amino ou alkyle, 

R2 pouvant, en outre, representer un 

15 heterocycle port ant, le cas echeant, un radical alkyle a 
chaine droite ou ramifiee sature ou insature, un radical 
aryle ou cycloaryle, ou un heterocycle, eventuellement 
substitue par un ou plusieurs groupes -OH, halogene, amino 
ou alkyle, 

20 - R9 pouvant, en outre, rspresenter un radical 

alkyle a chaine droite ou ramifiee, sature ou insature, un 
radical aryle ou cycloalkyle, 

- R2 et R9 pouvant representer en outre un atome 
d'hydrogene, a 1 ' exception des derives dans lesquels 

25 lesdits substituants presentent respectivement ies 
significations suivantes : 

R6 et R9, un groupe benzylamino et methyle, . 
R2 et R6 , un groupe 2-hydroxyethylamino et 
benzyl amino , 

30 R2, R6 et R9, un groupe amino, benzylamino et 

methyle, ou chloro, amino et methyle, ou chloro, 
benzylamino et methyle, ou chloro, 3-hydroxybenzylamino et 
methyle, ou chloro, 5-hydroxypentylamino et methyle, ou 2- 
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hydroxyethylamino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, amino. et methyle, ou 2- 

hydroxy ethyl amino, isopentenyl et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, isopentenylamino et methyle, pu 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et 2-hydroxyethyle, ou 2- 
hydroxy ethyl amino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, ( 3-hydroxybenzyl ) amino et methyle, ou 2-- 
hydroxyethylamino, { 3-hydroxyberizyl )araino et isopropyle, ou 
2-hydroxyisobutylamino, 6-benzylamino et methyle, 2- 
hydroxyethylamino, isopentenylamino et isopropyle, ou (2- 
hydroxyethyl ) amino, ( 4-methoxybenzyl )amino et isopro- 
pylamino, 

et les derives de . purine de 1' invention sont, de 
plus, caracterises en ce qu'ils presentent une ICso 
inferieure ou egale a 5pM environ pour cdc2/cycline B. 

Les derives exclus de 1' invention, mentionnes ci- 
dessus, sont decrits dans la reference (1). 

D'une maniere generale, les derives de 
1 ' invention constituent des inhibiteurs de proteines 
kinases de grand interet. 

De preference, 1 ' atome d ' halogene est choisi 
parmi le chlore, le brome ou le fluor, le radical alkyle 
parmi les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, 
butyle et isobutyle, pentyle, hexyle et heptyle, le radical 
alcoylene parmi les radicaux methylene, ethylene, 
propylene, isopropylene, butylene, isobutylene, pentene ou 
isopentene, le radical aryle est un groupe benzylene, le 
radical cycloalkyle est un groupe cyclohexyle, le radical 
arylene est un groupe benzylene, le radical cycloalcoylene 
est un groupe cyclohexylene, . 1 ' heterocycle est un 
heterocycle azote et/ou oxygene tel qu'un imidazole, un 
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oxadiazole, une pyridine, une pyridazine ou une pyrimidine, 
ou encore une pyrrolidine, 

Selon une disposition de 1' invention, R2 est 
choisi parmi les radicaux capables de se lier dans un 
5 complexe cdk2/ATP, a une region du domaine de liaison de 
1*ATP occupe.e par le ribose. II s'agit avantageusement de 
radicaux choisis parmi un atome de chlore, un radical 
amino, methylamino, ethylamino, n-heptylamino, aminoethy- 
lamino, aminopropylamino , dimethyl aminoethylamino , hy- 
10 droxyethylamino, hydroxy-propylamino , hydroxyisobutylamino, 
hydroxypentyl amino, dimethylhydrazino ou hydroxymethyl- 

propylamino, [( 2R ) -2-^ydroxymethyle-pyrrolidine~l-yl] , N- 
benzyla-minoethanol , ( R, S ) -amino-hexanol , ( S ) -amino-2- 

phenylethanol , ( R ) -amino-2-phenylethanol , ( R ) ~amino-3- 

15 phenylpropanol , ( R, S ) -amino-pentanol , ( R ) -amino-propanol , 
( S )-amino-propanol, ( R )-N-pyrrolidine methanol. . 

Des derives particiilierement pref eres renf erment 
coimne groupe R2, un radical hydroxypropylamino , 

Selon une autre disposition de 1' invention, R6 

20 est choisi parmi un groupe amino, isopentenyl amino, 
hydroxypentylamino, 4-hydroxy-3-methyl- trans- 2-buteny- 

laraino, benzylamino, hydroxy benzyl amino, hydroxyethylbenzy- 
lamino, cyclohexylmethylamino, isopent:ene, benzylamino ou 
( 3-iodo ) -benzylamino . 

25 De preference, R6 comporte un residu hydrophobe, 

t:el que benzyle, hydroxybenzyle, ou isopentenyle. 

De preference, R2 est choisi parmi le groupe [1- 
D, L-hydroxymethylpropylamino], [{ 2R)-2-hydroxymethyl-pyrro- 
lidine-l-yl ] ou [( R )-N-pyrrolidine-methanol] et R6 est un 

30 benzylamino. 

Selon encore une autre disposition de 
1' invention, le substituant R9 est choisi parmi un atome 
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d'hydrogene, un radical methyle, isopropyle ou 

hydroxyethyle . 

De maniere avantageuse, R9 est un groups 
hydrophobe, en particulier le groups isopropyle. 
5 Des derives de purine preferes de 1 ' invention 

sent choisis parmi les composes dans lesquels R2,R6 et R9 
sont tels qu'indiques le tableau 1 suivant : 

TABLEAU 1 



R2 


R6 


R9 


ICso^tM 

cdc2/cycline 

B 


3-hydroxypropylainino 


benzylamino 


isopropyle 


1 


2-hydroxypropylamino 


benzylamino 


isopropyle 


0,9 


1 -D,L-hydroxymet hylpropylamino 


benzylamino 


isopropyle 


0,65 


aminoethylamino 


benzylamino 


isopropyle 


1 


2-hydroxypropyiamino 


isopenienyle 


isopropyle 


1,2 


2-hydroxypropylainino 


cyclohexylmethylamino 


methyle 


4 


chloro 


isopentenylamino 


isopropyle 


2,5 


1 (2R)-2-hydroxymethyle-pyiToIidine- 1 -yl 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


0,45 


N-benzylaminoethanoI 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


2,5 


(R-S)-aiiuno-hexanol 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


2,5 


(S)-ainino-2-phenylethanol 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


4,3 


(R)-amino-2-phenyiethanol 


:>enzyianiino 


isopropyle-{9H) 


1 


(R)-amino-3-phenylpropanol 


Denzylamino 


isopropyIe-(9H) 


2,7 


(R,S)-amino-pentajiol 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


0,9. 


(R)-ainino-propanol 


benzylamino 


isopropyle-(9H) 


0,85 


(S)-amino-propanol 


Denzylamino 


isopropyle-(9H) 


1 


(R)-N-pyrrolidine methanol 


(3-iodo)-ben2ylamino 


isopropyle-(9H) 


0,45)iM 


(R)-N-pyrrolidine methanol 


benzylamino 


cyciopentyl(9H) 


0,7 
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Les derives suivants sont particulieremenl: 
prefereis, a savoir : la 2-( 1-D, L-hydroxymethylpropylamino)- 
6-benzylamino-9-isopropylpurine, la 6-benzylamino-2-[( 2R)- 
2-hydroxymethyle-pyrrolidine-l-yl]-9-isopropyle- ( 9H ) -purine 

5 non cristalline, la 2-(R)-[6-benzylainino-9-isopropyle-( 9H)- 
purine-2-yl]-amino-2-phenylethanol , la 2- ( R, S ) -[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle-( 9H ) -purine-2-yl]-amino-pentanol , la 2- 
( R ) -[6-benzylamino-9-isopropyle-( 9H ) -purine- 2-yl]- amino- pro- 
panel, la 2-(S )-[6-benzylamino-9-isopropyle-( 9H ) -purine-2- 

10 yl]-amino-propanol, la 2-(R)-( - )-[6-( 3-iodo )-benzylamino-9- 
isopropyle-( 9H ) -purine-2~yl]-N-pyrrolidine methanol et la 
2 - ( R ) - ( - ) -[6 -benzyl amino- 9 -cyclopentyle- ( 9H ) -purine- 2 -yl]-N- 
pyrrolidine methanol . 

L' invention vise egalement les isomeres optiques 

15 et les melanges racemiques, le cas echeant les isomeres 
geometriques des derives definis ci-dessus, en particulier 
1 ' isomere R du ( 2-[6-benzylamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purine- 
2-yl]-amino-2-phenylethanol et du 2-[6-benzylamino-9- 
isopropyle- ( 9H ) -purine-2-yl]-amino-propanol . 

20 Les derives definis ci-dessus sont obtenus selon 

les methodes classiques de la synthese organique. On 
utilise un derive de purine de depart dont les 
substitutions permettent d ' introduire les groupements 
souhaites, 

25 En utilisant par exemple un derive de purine 2- 

chloro, 6-benzylamino, il est possible d'introduire un 
groupe alkyle en position 9, par reaction avec par exemple 
1 ' halogenure d * alkyle correspondant . 
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La reaction avec un aminoalcool permettra ensuite 
d'introduire, en- position 2, un groupe alkyl- 
hydroxyalkylamino a la place du groupe chloro. 

Selon un aspect de grand interet, les derives de 
1' invention possedent des proprietes inhibitrices de 
kinases de grande selectivite. Ces effets inhibiteurs sont 
reversibles. 

Les cdk jouant un role central dans 1 ' initiation, 
le aeveloppement et 1 ' achevement des evenements du cycle 
cellulaire, les molecules inhibitrices de cdk sont 
susceptibles . de limiter une proliferation cellulaire non 
desir^e telle que cancer, psoriasis, croissance de 
champignons, de parasites (animaux, protistes) mais aussi 
de plantes (herbicides) et d'intervenir dans la regulation 
de maladies neurodegeneratives telles que apoptose 
neuronale et de la maladie d' Alzheimer. 

Les kinases plus specialement sensibles aux 
effets inhibiteurs de ces derives sont les cdc2, les cdk2 
et les cdk5 . 

Leur inhibition est obtenue avec des doses tres 
faibles en derives de purine. 

Ainsi, on observe le plus generalement une IC50 
vis-a-vis de cdc2 infer ieure a 50 pM, et meme a celle de 
.1 ' olomoucine (7 pM), consideree cependant comme un 
inhibiteur puissant. 

L' invention vise en particulier des derives de 
purine presentant une IC50 ne d^passant pas 5pM et tout 
specialement la 2-( 1-D, L-hydroxyraethylpropylamino- )-6- 
benzylamino-9-xsopropylpurine, appelee aussi ci-apres 
roscovitine, dont la ICso est de 0, 65pM, la 6-ben2ylamino-2- 
[ ( 2R ) -2 -hydroxymethyl -pyrrolidine- 1 -yl] - 9 - isopropyle- { 9H ) - 
purine non cristalline, le 2- ( R)-( - ) -[6- ( 3-iodo ) - 
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benzylamino-9-isopropyle-( 9H ) -purine- 2-yl]-N-pyrrolidine 
methanol . 

Ce derive, qui const it:ue un inhibiteur de grande 
efficacite et de grande selectivite vis-a-vis des cdk, 

5 cdc2, cdk2 et cdk5 presente en revanche, d'une rrianiere 
inattendue, des effets sur ies kinases erk 1 et erk 2 
similaires a ceux de 1 • olomoucine . La selectivite est done 
nettement superieure vis-a-vis des kinases cyclines 
dependantes- Get avantage, que I'on retrouve avec les 

10 autres derives de purine de 1' invention, permet d'eliminer 
les interferences avec les voies de transduction des 
signaux plus en amont qui impliquent les kinases erk 1 et 
erk 2 dans de nombreuses reponses cellulaires autres que la 
division cellulaire. 

15 L' invention vise egalement les complexes des 

derives de purine avec les cdk et tout specialement la 
forme cristallisee du complexe de cdk2 et de roscovitine* 

Les etudes realisees sur les derives de 
1' invention ont montre, en plus de leurs proprietes 

20 inhibitrices specif iques de kinases, des effets cellulaires 
et sur 1 • apoptose de grand interet . 

Ainsi, a tres faible concentration ( micromolaire 
pour la roscovitine et bon nombre de derives ) , ils sont 
capables d'inhiber la transition prophase/metaphase, comme 

25 montre par les experiences realisees sur des ovocytes 
d'etoile de mer et des embryons d'oursin, et qui sont 
rapportees dans les exemples . 

Sur des extraits acellulaires de Xenope, ils sont 
capables d'inhiber a la fois le facteur promoteur de la 
.30 phase M et la synthese d*ADN. 

De maniere avantageuse, ces effets cellulaires 
sont obtenus a des concentrations tres faibles en derives. 
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On sait que divers travaux portent sur les 
rapports existant entre le cycle cellulaire et I'apoptose. 
Diverses voies conduisent a 1 ' apoptose des cellules dont 
certaines sont dependantes de kinases et d'autres ne 
5 semblent pas au contraire necessiter ces enzymes. On a 
montre que 1 ' apoptose peut etre induite au stade Gl ou G2 
et qu ' a la suite de dommages de I'ADN, certaines cellules 
s ' arretent au stade Gl et une voie apoptique dependante de 
p53 est alors induite. 
10 Dans d'autres situations, il apparait que les 

cellules s' arretent au stade G2/M, en reponse a des 
dommages causes a I'ADN et on observe 1* activation d ' une 
voie apoptotique p53 independante . 

Cette voie se revele particulierement importante 
15 pour la therapie de tumeurs dans lesquelles on observe une 
perte de p53 active. 

On mesure done I'interet de disposer, avec les 
derives de 1' invention, de moyens pour stimuler une 
apoptose p53- independante dans des cellules arretees au 
20 stade G2 par endomimagement de I'ADN a 1 • aide d * agents tels 
que la mitoxantrone ou le cis-platine. 

Les inhibiteurs de cdc2 de 1' invention peuvent 
ainsi augmenter les effets therapeutiques d * agents anti- 
tumoraux couramment utilises. 

En tant qu ' inhibiteurs de cdk5, les derives de 
1 ' invention peuvent egalement jouer un role pour reduire 
1 ' hyperphosphorylation anormale de tau observee durant la 
maladie d' Alzheimer. 

A ces differentes proprietes avantageuses, 
30 s'ajoute l^interet d'une absence de cyto^-toxicite des 
derives de 1' invention. 
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L' invention vise done la mise a profit des 
proprietes de ces derives en particulier leurs proprietes 
antimitotiques et anti.-neurodegeneratives, pour 

1 • elaboration de compositions pharmaceutiques . 
.5 Les compositions pharmaceutiques de 1' invention 

sent caracterisees en ce qu'elles renferment une quantite 
efficace d'au moins un derive de purine tel que defini ci- 
dessus, en association avec un vehicule pharmaceutique 
inerte, 

10 Les compositions de 1' invention sont 

particulierement appropriees comma medicaments 

antimitotiques, en particulier pour la chimiotherapie des 
cancers, ou encore pour le traitement de psoriasis, de 
parasitoses telles que celles dues a des. protistes ou a des 

15 champignons, ou de la maladie d' Alzheimer, ou de 
1 'apoptose neuronale, 

Ces compositions renferment le cas echeant des 
principes actifs d ' autres medicaments. On citera notamment 
leujT association avec des medicaments antimitotiques, tels 

20 que.ceux a base de taxol, cis-platine, les agents 
intercalant de I'ADN, et autres, 

Les conditionnements en vue de la vente, en 
particulier 1 ' etiquetage et les notices d'emploi, et 
avantageusement l*emballage^ sont elabores en fonction de 

25 1 ' application therapeutique prevue . 

Les compositions pharmaceutiques de 1 * invent ioxv 
sont administrables sous differentes formes, plus 
specialement par voie orale ou injectable. 

Pour 1 * administration par voie orale, on a 

30 recours en particulier a des comprimes, pilules, tablettes, 
gelules, gouttes. Ces compositions renferment 

avantageusement de.l a 100 mg de principe actif par unite 
de prise, de preference de 10 a 40 mg. 
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D'autres formes d ' administration comprennent des 
solutions injectables par voie intra- veineuse , sous-cutanee 
ou intra --musculaire, elaborees a partir de solutions 

steriles ou sterilisables . II peut s * agir egalerrient de 
5 suspensions ou d ' emulsions , 

Ces formes injectables renferment par unite de 
prise de 1 a 50 mg de principe actif , de preference de 10 a 
30 mg. 

A titre indicatif, la posologie utilisable chez 
10 I'homme correspond aux doses suivantes : ainsi on 
administre par exeraple au patient en une ou plusieurs 
prises 10 a 50 mg/jour pour le- traitement de tumeurs, ou 
pour traiter les psoriasis ou des parasitoses. 

invention vise egalement des compositions 
herbicides eomprenant au moins un derive de purine tel que 
defini ci-dessus, eventuellement associe a d ' autres agents 
phytopharmaceutiques . 

L' invention vise encore les reactifs biologiques 
dont les . principes actifs sont constitues par les derives 
de purine definis plus haut . 

Ces reactifs peuvent etre utilises comme 
references ou etalons dans des etudes de la division 
cellulaire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1 ' invention sont rapportes dans le6 exemples qui suivent et 
en se reportant aux figures 1 a 8, dans lesquelles 

la figure 1, represente les resultats de 
cinetiques en conditions lineaires a partir d ' essais 
concernant 1 ' activite de la p34'^'**'Vcycline B a differentes 
concentrations de roscovitine. 



15 



20 
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la figure 2, le pourcentage de rupture de 
vesicule germinale d' ovocytes d'etoile de mer en fonction 
de la concentration en rascovitine, 

- les figures 3 et 4, representent respectivement 
5 les effets de la roscovitine sur la maturation d' ovocytes 

d'etoiles de mer et la dephosphorylation de la tyrosine de 

--cdc2 . 

p34 m vivo, 

- la figure 4, les effets de la roscovitine sur 
le cycle mitotique d * embryons d'oursins, 

10 - la figure 5, ces embryons arretes au stade 

prophase tardif, et 

- la figure 6, les effets de la roscovitine sur 
la synthese d ' ADN in vitro et 1 ' activite MPF, 

la figure 7 represente les effets de la 
15 roscovitine sur 1 ' inhibition de la croissance de cellules 
L1210 et 1 ' arret de leur cycle cellulaire en G2/M, en 
figure 7A est representee la croissance de cellules L1210 
apres deux jours d^ exposition a di verses concentrations de 
roscovitine (moyenne ± deviation standard relative a la 
20 croissance de cellule temoin non traitee), en figure 7B 
sont representees les moyennes (± deviation standard) de 
la distribution du cycle de cellules ' ont d ' abord ete 
cultivees pendant 48 heures en presence ou en absence de 
roscovitine 60 ]iM , 
25 - la figure 8, represente I'effet d'inhibition de 

la roscovitine sur la phosphorylation in, vivo de vimentine 
au niveau de sites specif iques a cdc2. 



30 MATERIEL ET METHODES 

Produits chxmlques 

Ortho-vanadate de sodium , 1- methyl adenine 

(IMeAde), EGTA, EDTA, MOPS, P- glycerophosphate. 
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di-bhiothreitol (DTT), fluorure de sodium, nitrophenyl^ 
phosphate, leupeptine, aprotinine, inhibiteur de trrypsine 
de soja, benzamidine, riistone HI (type III-S), proteine 
basique de myeline, caseine, protamine sulfate, isopropyl 
p-D-thiogalactopyranoside (IPTG), Sepharose 4B active par 
CNBr, milieu LB, glutathione et billes de glutathione- 
Sepharose : tous ceis produits sont tels que commercialises 
par. Sigma Chemicals. 

Les analogues de purine sont generalement dissous 
de maniere a disposer de solutions de stockage de 100 mM 
dans du DMSO. La concentration finale en DMSG dans le 
melange reactionnel est inferieure a 1% (v/v). 

Le [y-^^p]-ATP est un produit d'Araersham, 
La proteine GST-Retinoblastome est exprimee dans 
des bacteries et purifiee sur des billes de glutathione- 
Sepharose comme decrit precedemment dans (1) et (2). 

Tampons 

Tampon d ' homn^^yp^ neisatinn : 

60 mM de 3-glycerophosphate, 15 mM de p- 
nitrophenyl- phosphate, 25 mM de MOPS (pH 7,2), 15 mM 
d'EGTA, 15 mM de MgCl2, 1 mM de DTT, 1 mM de vanadate de 
sodium, 1 mM de NaF, 1 mM de phenyl phosphate, 10 pg de 
leupeptine/ml, 10 pg de aprotinine/ml , 10 pg d' inhibiteur 
de trypsine de soja ml et 100. pM de benzamidine. 

■Tampon Ql. composition du tampon 

d'homogeneisation, mais avec 5 mM d'EGTA, sans NaF et sans 
inhibiteurs de protease. 

Preparation des extraits d* ovocytes d'etoile de 
mer en phase M 
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Pour obtenir des preparations d'extraits 
d' ovocytes a grande echelle, on enleve les gonades de 
Marthasterias crlaciallc; matures et on les fait incuber avec 
10 pM de l~MeAde dans de 1 * eau de mer naturelle filtree sur 
Millipore jusqu'a la ponte. Les ovocytes sont alors tous 
entres en phase M, On les separe du milieu d' incubation par 
centrif ugation, on les congele directement dans de 1 ' azote 
liguide et on les maintient a -80 'C (voir (1) et (3)). 

Les ovocytes en phase M sont homogeneises dans le 
tampon d ' homogeneisation a raison de 2 ml/g d ' ovocytes . 

Apres centrif ugation pendant 45 minutes a 
lOOOOOg, le . surnageant est recupere et directement utilise 
pour purification par chromatographie d'af finite de la 
kinase p34''*^''^ / cycline B sur des billes de p9^'^*'^^-Sepharose 
15 (voir (1) et (4)). 

Enzymes 

Les activites des kinases sont determinees a 30 
dans le tampon C, a • moins d ' indication contraire. Les 
valeurs des blancs sont soustraites des donnees et les. 
20 activites sont calculees en pmoles de phosphate incorpore 
dans 1 ' accepteur de proteine pour une incubation de 10 
minutes - 

Les temoins sont utilises avec des dilutions 
appropriees de DMSO. 
25 La phosphorylation du substrat est, le cas 

echeant, determinee par autoradiographie apres SDS-PAGE. 

. On purifie la p34 '''*''^ / cycline B a par-tir des 
ovocytes de la phase M des etoiles de mer par 
chromatographie d'af finite sur les billes de pg^*^*"^^- 
30 Sepharose d'ou elles sont eluees a 1 ' aide de pg^*^**^^ comme 
decrit ci-dessus (voir (2), (3) et.(5))- 

Pour la determination, on utilise 1 mg d'histone 
HI (Sigma type I II -S) /ml, en presence de 15 de ly-^^P) 
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ATP (3,000 Ci/mmole, 1 mCi/ml ) dans un volume final de 30 
pi (voir (1) el: (6) ). 

Apres un temps d ' incubatiion de 10 minutes a 
30 'C, on depose des aliquotes de 25 pi de surnageant sur du 
papier de phosphocellulose Whatman P81 et, apres 20 
secondes, on lave les f litres 5 fois (pendant au moins 5 
minutes a chaque fois) dans une solution de 10 ml d ' acide 
phosphorique par litre d ' eau . 

Les f litres humides sont trans feres dans des 
ampoules de scintillation en plastique de 6 ml, puis on 
ajoute 5 ml de fluide de scintillation ACS (Amersham) et on 
mesure la radioactivite dans un compteur Packard. 

L'activite kinase est exprimee en pmoles de 
phosphate incorpore dans 1 ' histone HI pour 10 minutes 
d' incubation ou en pourcentage d'activite maximale. 

Pour realiser les experiences de cinetique en 
conditions lineaires, on utilise, comme decrit ci-dessus, 
le systeme d'essai a point final pour la kinase p34''*^*'^ mais, 
sur la base d'essais preliminaires , on utilise des 
concentrations appropriees, non saturantes, en substrat. 

La kinase p34*^*^'^^ /cycline B est ajoutee de maniere 
a obtenir une activite lineaire par rapport a la 
concentration en enzyme et au temps. 

Dans la plupart des cas, ceci necessite une 
dilut:ion enzymatique de 3 a 10 fois dans le tampon C. 

Les donnees de vi1:esse sont exprimees en pmoles 
incorporees dans le substrat par seconde, par quantite 
d' enzyme ajoutee. Les constantes d' inhibition apparentes 
sont determinees par analyse graphique. 
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- Les ^'*^VGYclijQe_A_et ^33 ^'^^^/ cvclinQ E 

sont reconstituees a partir d*extraits de cellules 
d'insectes sf9 infectees par differents baculovirus. 

Les cyclines A et E sont des proteines de fusion 
de GST-cyclines et les complexes sont. purifies sur des 
billes de glutathione-Sepharose - 

Les activites kinases sont determinees avec 1 
mg/ml d'histone HI (Sigma, type IIIS ) , en presence de 15 pM 
de [y-^^P] ATP, pendant 10 minutes, dans un volume final de 
30 pi, comme decrit pour la kinase p34*''*''^/cyclLine B. 

. La p33 '''^^^/ p25 est purifiee a partir de cerveau 
bovin (7), mais on n* utilise pas 1 • etape de 

chromatographie Mono S. 

Les fractions actives recuperees a partir de la 
colonne de Superose 12 sont reunies et concen trees jusqu'a 
une concentration finale d' environ 25 yg d*enzyme/ml. 

La determination de la kinase est effectuee avec 
1 mg/ml d'histone HI (Sigma, type IIIS), en presence de 15 
pM de [y-^^P] ATP, durant 10 minutes dans un volume final de 
30 pi, comme decrit pour la p34''**^^/cycline B. 

- La p33 '"^^V cycline Dl , est obtenue a partir de 
lysats de cellules d'insectes. Cdk4 est un produit de 
construction GST-cdk4 et le complexe actif est purifie sur 
des billes de glutathione-Sepharose* 

Son activite kinase est determinee avec une 
proteine purifiee GST-retinoblastome en presence de 15 pM 
de [y-^^P] ATP, dans un volume final de 30 pi. 

Apres 15 minutes d' incubation on ajoute du 
tampon de Laemmli (2.x 30pl ) - 
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Le substrat phosphoryle est resolu par SDS-PAGE 
10% et analyse par aulroradiographie par exposition durant 
environ 14 heures a MP Hyperfilm et densitometrie, 

. La p33 '"'^^^/ cycline D2 ) est obtenue a partir de 
lysats de cellules d'insectes (8). Pour les essais, on 
opere comme indique ci-dessus pour la prbteine p33 
/ cvclme Dl . 

• Les kinases MAP : La GST-erkl ( 9 ) , clonee a 
partir d ' une bangue humaine HepG2/ est exprimee dans des 
bacteries, purifiee sur des billes de glutathione-Sepharose 
et testee avec i mg de proteine basique de myeline par ml 
en presence de 15 pM de [y-^"p] ATP comme decrit ci-dessus 
pour la kinase p34*''*''^/cycline B. 

Les proteines erkl et erk2 marquees a 1 * aide de 
I'histone sont activees in vitro par MAPKK, purifiees 
(affinite-Ni et Mono Q) et testees comme decrit ci-dessus 
durant 10 minutes, dans un volume final de 30 pi. 

• liS — gQUg-ynite catalytiaue d e la kinase cAMP- 

dgpen<^9nte, purifiee a partir de coeur de bovin est testee 
avec l.mg d'histone HI par ml, en presence de 15 pM de [y- 
^^P] ATP, comme decrit ci-dessus pour la p34''**'^~/cycline B. 

liS kinase cGMP-dependante (10), purifiee jusqu'a 

1 • homogeneite a partir de muscle lisse de trachee d'origine 
bovine est testee avec 1 mg d'histone HI par ml, en 
presence de 15 \xM de [y-^^P] ATP, comme decrit ci-dessus 
pour la p34*'**''^/cycline B. 

• Lfi — CQS^ine kinase 2 est isolee de cytosol de 

foie de rat (11) et testee avec 1 mg de caseine par ml et 
15 pM de [y-^^P] ATP. Le substrat est depose sur des f litres 
Whatman 3MM et lave avec 10 % de TCA (w/V). 
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La ki^nese Is chaine ieoerp. de myosine 

purifiee a part:ir de gesier de poule (12) est trestee en 
presence de 100 nM de calmoduline, 100 pM de CaCl2, 50mM de 
HEPES, 5 mM de MgClj, 1 mM de DTT et 0,1 mg de BSA/ml a pH 
7,5, en utilisant un peptide de synthese a base du site de 
phosphorylation de la chaine legere de myosine de muscle 
lisse ( KKRPQRATSNVFAM , 50 \iM) et en presence de 15 pM de 
[y-^^P] ATP, dans un volume final de 50 pi - 

L' incorporation de phosphate radioactif est 
controlee sur filtres de phosphocellulose comme decrit ci- 
dessus. 

• L ' ASK-y . homologue chez la plante de GSK-3, est 
exprimee en tant que proteine de fusion GST dans E. coli 
(13) et purifiee sur glutathione-Sepharose • L'activite de 
la kinase ASK-y est determinee, pendant 10 minutes a 30 'C, 
avec 5 pgm, de proteine basique de myeline, en presence de 
15 pM de [y-^^P] ATP, dans un volume final de 30 pi. La 
proteine basique de myeline phosphorylee est recuperee sur 
papier de phosphocellulose Whatman P81 comme decrit ci- 
dessus pour la p34^***^^/cycline B. 

• Le domaine tvrosine kinasiaue du recepteur de 

1 * insuline ( 14 ) est surexprime dans un systeme a 
baculovirus et purifie jusqu*a 1 ' homogeneite . Son activite 
kinase est determinee pendant 10 minutes a 30 avec 5 pg 

de Ray tide (Oncogene Sciences), en presence de 15 pM de [y- 
^^P] ATP, dans un volume final de 30 pi. Le produit Raytide 
phosphoryle est recupere sur papier de phosphocellulose 
Whatman P81 comme decrit ci-dessus pour la p34'^**'^^/cycline B. 
Exemple 1 : Synthese de la roscovxtine 
La synthese est effectuee en 3 etapes et comporte 
la preparation 1) tout d ' abord de la 6-benzylamino-2- 
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chloropurine, puis 2) de la 6-benzylamino~2-chloro-9- 
isopropylpurine, et 3) de la 6-benzylamino-2-R- ( 1-ethyl , 2- 
hydroxyethylamino ) -9 -isopropylpurine . 

1) Synthese de la 6-benzylainino-«2-chloropurine : 
On opere comme decrit par Hocart dans 

Phytochemistry 1991, 30/ 2477-2486. 

2) Syn-these de la 6-benzylamino-2-chloro-9- 
Isopropylpurine (I) : 

On sdumet a agitation a temperature ambiante, 
pendant trois jours, un melange de 6-benzylamino-2- 

chloropurine (3,7 g; 14,2mmole), de carbonate de potassium 
(llg; 80/mmole) et de bromure d ' isopropyle (8,2 ml; 
87mmole) dans 100 ml de DMSO absolu. Par chromatographie en 
couche mince [CHCla-MeOH (98:2)], on constate 1 ' absence de 
6-benzylamino-2-chloropurine- On elimine par distillation 
sous vide en-dessous de 50 'C le DMSO et l'exc4s de bromure 
d ' isopropyle. Le residu est partage entre de I'eau et de 
1' acetate d'ethyle. La phase organique est sechee sur Na2S04 
et evaporee sous vide. 

Par cristallisation dans MeOH, on obtient 3,51 g 
(82%) de produit ; P.P. 181-182*0; UV (MeOH) : X^,^^ 273,5;IR 
(Nicolet 205, KBr, DRIFT cm 1713,1626,1572,1537, 1497, 
1471, 1456,1425, 1398,1355, 1314,1292,1255, 1228, 1202. 
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3) Synthese de la 6-benzylamino-2-R- ( l-e"thyl-2- 
Kydroxye-thylamino ) -Q-isopropylpurine ( II ) , derive race- 
mi que: 

On chauffe dans un four a 160-165 'C, pendant 3 h 
5 30, une ampoule scellee, dans laquelle on a fait le vide, 
contenant 2,7 g (8,95 mmole ) de I et 17 ml (0,18 mole) de 
R( - )-2-ainino-l-butanol ( Fluka 90%, R:S>9:1). On evapore 
1 ' exces d • amine a une temperature infer ieure a 50 'C, et on 
purifie le produit II sur une colonne de chromatographie en 
10 utilisant des quantites croissantes de MeOH dans CHCla, a 
savoir 0, puis 2, et 3%. 

Par cristallisation dans de 1 ' acetate d'ethyle, 

on obtient de 2,2 g de II (69%); P.F. 132^134'C, [a] = + 
35,1 (c = 0,29, CHCI3). Spectographie de masse [Finnigam 
15 MAT 90, BE geometrie 70 eV, temperature de la source 
250*C, courant d' emission 1 mA, voltage d ' acceleration 5 
keV, entree directe, DIP temperature entre 190-220 'C, HRMS 
a ete effectue par la methode de chevauchement de pics en 
utilisant Ultramark 1600 F (PGR Inc.; Fl . ; USA) comme 

20 standard] 354.2167 {m\ C19H26N6O calc. 354.2168, 27%), 325 
(7%), 324 (29%), 232 (100%), 295 (3%), 282 (7%), 281 (3%), 
217 (6%), 185 (5%) 134 (3%), 91 (34%). FTIR (Nicolet 205, 
KBr, DRIFT, cm'^) : 1622, 1610, 1547, 1540, 1452, 1389, 1370, 
1261, 1068. 

25 

Example 2 : Etude des proprletes Inhibitr-lces de 
kinases de la roscovi-tine et de ses effets sur le cycle 
cellulaire. 

a) etude des proprietes inhibitrices de kinases. 
30 Les activites des enzymes rapportees dans le 

tableau suivant ont ete mesurees, apres addition de 
roscovitine ou d ' olomoucine, selon des concentrations 
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croissantes. Ces activites activites ont ete mesurees avec 
des substzrats appropries (histone HI, proteine basique de 
myeline, caseine, etc..) avec 15 pM d'ATP. 

Les IC50 ont ete calculees a partir des cdurbes 
doses-reponses obtenues. indication ( — ) signifie 

qu'aucun effet inhibiteur n'a ete observe. La concentration 
la plus elevee testee est donnee entre parentheses. 
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TABLEAU 2 



Enzyme 


T/^ /..X/r\ 
IC50 (jiiM) 

Roscovitine 


Olomoucine 


cac2/cyclin B 


0,65 


7 


cdc2/cyclin A 


0,7 


7 


cdc2/cyclin E 


0,7 


7 


cdc4/cyclin D 1 


> 1000 


> 1000 


cdk5/p35 


0,16 


s 


cdk6/cyciin D3 


> 500 


> 250 


GST-erkI 


30 


30 


erkl 


34 


50 


erk2 


14 


40 


PK cAMP-dependant 


> 1000 


>2000 


PK cGMP-dependant 


- (1000) 


> 2000 


Kinase de; la chaine legere de myosine 


90 


> 1000 


caseine kinase 2 


- (1000) 


> 2000 


ASK-y (plante GSK-3) 


220 


130 


insuline-recepteur tyrosine kinase 


70 


400 


c-src 


250 




v-abl 


> 1000 





. inhibition de cdc2, cdk2 et cdk5. 
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L'examen de ces resultats montre que la 
roscovitine presente une activite 10 fois plus elevee que 
I'olomoucine vis-a-vis des cibles cdc2 et cdk2 et 20 fois 
plus elevee vis-a-vis de cdk5 . 

Comparativemen-t, son effet apparait limits, comtne 
observe avec 1 ' olomoucine sur les kinases cdk4/cycline Diet 
cdk6/cycline D2 ( les IC50 sont superieures a 100 pM), Cette 
absence d* effet a ete confirmee avec cdk4 provenant de 
differentes sources. En operant dans des conditions 
identiques, la GST-pie^^*^"*^ inhibe la cdk4/cycline Dl . 

specif icite de 1' effet inhibiteur 
Comme on peut le constater, la plupart des 
kinases sont faiblement ou pas du tout inhibees. 

Bien que la roscovitine presente une ef f icacite 
au moins 10 fois superieure a celle de 1' olomoucine vis-a- 
vis de ses cibles cdk, son effet inhibiteur est tres 
similaire a celui de 1 ' olomoucine vis-a-vis de erk 1 et de 
erk 2. Une concentration 40 fois plus elevee en roscovitine 
apparait ainsi necessaire pour inhiber erkl (20 foi3 pour 
erk 2) de maniere similaire a 1' inhibition de cdc2. 
- b) Effet sur I'ATP 

Pour etudier le mecanisme d* action de la 
roscovitine, on a realise des experiences de cinetique en 
presence de concentrations croissantes en roscovitine, avec 
variation des niveaux de I' ATP ( de 0,1 a 0,5 mM ) , la 
concentration en histone HI est maintenue constante a 0,7 
mg/ml. 

Les resultats sont rapportes sur la figure 1. 

Ces resultats montrent que la roscovitine agit en 
tant qu' inhibiteur competitif pour I'ATP. Compte tenu de la 
linearite des pentes en fonction des concentrations en 
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roscovitine, on la qualifie d'inhibiteur lineaire. La 
constrante d ' inhibition apparent:e Ki est de 1,2 pM. 

L' analyse de la structure du co-cristal de 
roscovitine et de cdk2 confirme que la roscovitine se lie, 
5 comme 1 ' olomoucine, dans la poche de liaison a I'ATP et que 
son cycle purine est oriente comme celui de 1 ' olomoucine, a 
savoir de maniere totalement differente du cycle purine de 
1 ' ATP . 

c) Etude de I'effet sur la synthese d'ADN et 
10 I'activite MPF. 

On rapporte les resultats d * experiences realisees 
sur plusieurs types cellulaires. 

. effet sur la maturation d * ovocytes d'etoile de 
mer et sur la dephosphorylation de la tyrosine de p34''**''^ 
15 in vivo. 

Des ovocytes d'etoiles de mer, arretes a la 
prophase, sont traites, pendant 15 minutes, avec des 
concentrations croissantes de roscovitine avant d'ajouter 
1' hormone 1-MeAde (1 pM). Apres 30 minutes, on note le % de 

20 rupture de vesicule germinale (GVBD). Ces valeurs sont 
rapportees sur la figure 2 en fonction de la concentration 
en roscovitine (en pM). La roscovitine inhibe la rupture de 
1 ' enveloppe nucleaire avec une IC50 de 5 pM ( la IC50 de 
1 * olomoucine , en operant dans les memes conditions, est de 

25 30 pM). Ces resultats sont donnes sur la figure 2. 

Comme deja observe avec .1 ' olomoucine , la 
roscovitine diminue, mais n' inhibe pas, la 

dephosphorylation de la tyrosine de p34'^'*'^^ in vivo . On 
traite des ovocytes avec .10 pM de roscovitine pendant 15 

30 minutes avant d'ajouter 1 pM de 1-MeAde au temps 0. Les 
extraits sont prepares a differents temps et charges sur 
une colonne de bille de p9ckshsl-Sepharose 



BNSDOCID: <WO 9720842A1_L> 



wo 97/20842 



PCT/FR96/01905 



20 



.11- 

Les pro-teines qui se sont liees aux billes sont 
resolues par SDS-PAGE avant d'effectuer un Western blot 
avec des anticorps anti-PSTAIRE . Une photo du Western blot 
est presentee sur la figure 3. Les formes phosphorylees de 
5 p34'' ^ apparaissent dans la partie superieure et les formes 
dephosphorylees dans la partie inferieure. 

La roscovitine n'inhibe done pas 1' activation de 
cdc2, mais son activite. La dephosphorylation de la 
tyrosine de p34'''^''^ est catalysee par cdc25 et precede 
10 normalement 1 ' activation de la kinase cdc2 a la transition 
G2/M. De plus, la kinase cdc2 phosphoryle et surractive la 
phosphotase de cdc25. La roscovitine a done pu provoquer 
une interruption au niveau cdc2 kinase, entrainant une 
diminution de la dephosphory lation . 

• effets sur le cycle mitotique d ' embryons 

d'oursins. 

On ajoute de la roscovitine 60 minutes apres la 
fertilisation. Le pourcentage d' embryons divises est releve 
120 minutes apres la fertilisation. Les resultats sont 
donnes sur la figure 4, 

On constate qu'elle provoque un arret au stade 
prophase tardif, qui est dose-dependant. 

La ICso est de 10 ]jM. ( Meme a 100 pM, 1 ' olomoucine 
ne provoque qu ' un ralentissement de la transition 
25 prephase/metaphase> mais n ' arrete pas les cellules en 
prophase ) . . 

On observe un large noyau dans les oeufs ainsi 
arretes par la roscovitine corame represents sur la figure 
5. 

Cet arret s'avere totaleipent reversible. En 
effet, apres plusieurs lavages avec de 1 ' eau de mer, les 
oeufs entrent a nouveau dans les cycles mitotigues et se 
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developpent en larves pluteus normales. Ces resultats sont 
oblrenus meme a des concentrations elevees en roscovitine de 
100 pM, 

. effets sur la synthese de I'ADN in. vitro et 
5 1 ' activite MPF chez des extraits d'oeufs de Xenope. 

Les essais sont realises selon (15), en operant 
comme decrit dans (1) pour 1 ' olomoucine • 

On fait incuber des extraits de Xenope arrStes au 
stade metaphase avec de la roscovitine et de la chromatine 
10 de sperme. 

Avec des concentrations en roscovitine allant de 
0 a 5 pM, les chromosomes restent fortement condenses et 
aucune enveloppe nucleaire n'est visible. A une 
concentration de 10 uM, et au~dessus, apparaissent des 
15 noyaux d ' interphase avec de la chromatine partiellement 
decondensee et une enveloppe nucleaire intacte, montrant 
que I'activite MPF a ete inhibee (la IC50 est de 5 ]iM). 

On a egalement etudie 1 ' inhibition de la synthese 
de I'ADN en operant comme decrit dans (1) pour 

20 1 ' olomoucine . 

On a alnsi ajoute a un extrait d'oeufs, arretes 
au stade metaphase, de la roscovitine et de la chromatine 
de sperme, 

extrait a ensuite ete abandonne au stade 
25 interphase par addition de CaCl? (15) et (16), La synthese 
de 1 ' ADN total a ete mesuree 3 h plus tard par 
incorporation de (y-^^Pj-dATP dans du materiel precipitable 
par le TCA. 

Comme le montre la figure 6, la replication est 
30 inhibee par la roscovitine avec une IC50 de 15 >iM. 
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L' invention fournit ainsi de nouvelles purines 
dotees de proprietes inhibitrices de cdc2/cycline B de 
specif icite elevee. 

Exemple 3 : Proprietes biochimiques et effets de 
la roscovitine sur des cellules de mammif eres 

Methode 

Criblage ±n vitro de cellules tumorales humaines 
Soixante lignees cellulaires de tumeurs humaines 
comprenant neuf types de tumeurs qnt ete cultivees pendant 
24 heures prealablement a une exposition continue de 48 
heures a 0,01-100 pM de roscovitine.. Pour estimer la 
cytotoxicite, un test a la proteine sulf orhodaminine B a 
ete utilisee. 



Culture de cellule L1210 

Des cellules L1210 prelevees de cultures en 
croissance exponentielle sur milieu RPMI-1640 supplemente 
de serum de veau foetal a 10%, de penicilline et de 
20 streptomycine ont ete comptees a 1 ' aide d ' un 

hemocytometre, placees a un taux de 5x10^ cellules par 
millilitres dans des plagues de cultures tissulaires a 96 
puits en presence ou en absence de diverses concentrations 
de roscovitine ou d ' olomoucine, puis mises a incuber a 37 
25 sous CO2 a 5%. Pour inverser I'effet roscovitine, les 
cellules L1210 cultivees pendant deux jours en presence ou 
en absence de roscovitine ont ete lavees dans du PBS pour 
eliminer toute trace du produit actif, comptees et 
replacees dans du milieu f rais ne - contenant aucun produit 
actif (roscovitine ou olomoucine ) . La croissance cellulaire 
a ete mesuree quotidiennement en utilisant le test au 
tetrazolium sur microculture. L' analyse du cycle cellulaire 
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a ete realisee sur des cellules fixees dans I'ethanol, 
traitees a la RNase 100 pg/ml et colorees a iodide de 
propidium- L ' acquisition de donnees a ete realisee a I'aide 
d'un cytometre par flux Coulter (Hialeah, Fl, USA) EPICS 
Elite (marque deposee) et 1 • analyse de ces donnees a I'aide 
d'un logiciel Multicycle (Phoenix Flow Systems, San Diego, 
CA, USA) (marque deposee). Tous les tests ont ete realises 
sur trois repetitions et toutes les experiences 9nt ete 
repetees au moins deux fois. 

Phosphorylation In vivo de vimentine 
Pour etudier la phosphorylation In vivo de la 
vimentine par la kinase cdc2, les cellules ont ete soit 
traitees soit non traitees avec de la roscovitine 60 \iM 
pendant 48 heures prealablement a une exposition de la 
colcemide 10 ng/ml pendant 2 heures supplementaires . Les 
extraits cellulaires ont alors ete places pour migration 
sur un gel SDS-PAGE 10%, transferes par Western blots et 
incubes avec des anticorps 4A4. Ces anticorps reagissent de 
maniere croisee avec la vimentine phosphorylee par cdc2 
mais ne reagissent ni avec la vimentine phosphorylee par 
d'autres kinases (proteine kinase cAMP dependante, proteine 
kinase C, proteine kinase Ca^*-calmoduline-dependante ) ni 
avec la vimentine non phosphorylee : les anticorps 4A4 
reconnaissent specif iquement la vimentine qui est 
phosphorylee au niveau de son residu Ser-55 par la kinase 
cdc2 lors de l*entree en mitose de la cellule. 

Resultats 

La roscovitine (0,01-100 pM; exposition, pendant 
48 heures) a ete testee sur 60 lign^es cellulaires humaines 
tumorales comprenant neuf types de tumeurs (leucemie. 
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cancer des cellules non-petites ' de poumons, cancer du 
colon, cancer du sys1:eme nerveux central, melanome, cancer 
des ovaires, cancer du rein, cancer de la prostate et 
cancer du sein). Toutes les lignees cellulaires ont 
5 presentees une sensibilite equivalente a la roscovitine. La 
valeur moyenne IC50 est de 16 pM (alors qu*elle est de 60, 
3 \iM pour 1 'olomoucine) • Aucune correlation "n'a ete 
observee entre la sensibilite des lignees cellulaires a la 
roscovitine et la presence de p53 sauvage ou mute. La 
10 methode d' analyse Compare a montre que les effets de la 
roscovitine et du flavppiridol sont comparables. 

Concernant les effets de la roscovitine sur la 
croissance de la lignee cellulaire L1210, une inhibition 
dose-dependante tres nette de la croissance a ete observee, 
15 comme la montre la figure 7 A. La figure 7 A ou est 
representee la croissance cellulaire en fonction de la 
concentration en roscovitine ou en olomoucine. Les courbes 
sont sensiblement identigues apres deux et trois jours de 
culture comme observe avec les' cellules tumorales ci-dessus 
20 mentionnees. La roscovitine est approxiraativement quatre 
fois plus efficace que 1' olomoucine pour inhiber la 
croissance cellulaire (IC50.de 40 yM pour la roscovitine et 
160 \iM pour 1 'olomoucine ) . Bien que la plupart des 

cellules soient viables (96 ± 2 % par exclusion au bleu de 
Trypan) apres un traitement de 48 heures a la roscovitine 
60 ]xM, elles restent irreversiblement stoppees, meme apres 
des lavages extensifs. Les cellules exposees a 120 pM de 
roscovitine meurent rapidement. Les effets de la 
roscovitine sur la distribution du . cycle cellulaire ont 
ensuite ete etudies par cytometrie de flux. A 60 pM de 
roscovitine, les cellules restent stoppees en Gl et 
s ' accumulent en G2 comme le montre la figure 7B ou sont 
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represen-tees les proportions ( % ) de chaque phase du cycle 
cellulaire observee (Gl, S, G2/M) en presence ou en absence 
de roscovitine. 

Dans le but d' identifier la cible moleculaire ±n 
5 v±vo de la roscovitine, des anticorps 4A4 ont ete utilises. 
Les resultats sont illustres en figure 8 oii sont 

representees les proteines totales extraites des cellules 
traitees ( + ) ou non traitees ( - ) a la roscovitine puis 
resolues sur SDS-PAGE avant transfert de Western avec les 

10 anticorps 4A4 . Les cellules non traitees s ' arretent en 
metaphase et accumulent de la vimentine phosphorylee par 
cdc2 • Les cellules traitees a la roscovitine ne presentent 
par centre pas de vimentine phosphorylee par cdc2, ce qui 
montre que cdc2 a en fait ete inhibee ±n vivo et que les 

15 cellules ont ete stoppees avant la metaphase. 

La roscovitine contribue egalement a reduire 
1 ' hyperphosphorylation de tau observee durant la raaladie 
d* Alzheimer : une cdk specif ique du cerveau {cdk5/p35) 
20 phosphorylant certains sites de tau est particulierement 
sensible a la roscovitine. 
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REVENDICATIONS 

1- Derives de purine biologiquement actifs, 
caracterises en ce qu'ils repondent a la formule (I) 



R6 




dans laquelle 



- R2, R6 et: R9, identiques ou differents les uns 
des autres, representent un atome d'halogene, un radical R- 
NH, R-NH-NH-, NHj-R ' -NH- ou R-NH-R'-NH-, dans lequel R 
represente un radical alkyle a chaine droi-te ou raxnifiee, 
sa-ture ou insature, un radical aryle ou cycloalkyle, ou un 
he-terocycle, et R* un groupe alcoylene a chaine droite ou 
ramifiee, sature ou insature, ou un groupe arylene ou 
cycloalcoylene, R et R » renfermant chacun de 1 a 8 a tomes 
de carbone, et etant substitues, le cas echeaiit, par un ou 
plusieurs groupes -OH, halogene, amino ou alkyle, 

R2 pouvant, en outre, representer un 
heterocycle portant, le cas echeant, un radical alkyle, a 
chaine droite ou ramifiee, sature ou insature, un radical 
aryle ou cycloaryle, ou un heterocycle, eventuellement 
substitue par un ou plusieurs groupes -OH, halogene, amino 
ou alkyle. 
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- R9 pouvant, en outre, representer un radical 
alkyle a chaine droite ou ramifiee, sature ou insature, un 
radical aryle ou cycloalkyle, 
5 - R2 et R9 pouvant representer en outre un atome 

d' hydrogens, a 1 * exception des derives dans lesquels 
lesdits substituants presentent respect ivement les 
significations suivantes: 

R6 et R9 , un groupe benzylamino et methyle, 
R2 et R6 , un groupe 2-hydroxyethylamino et 
benzylamino , 

R2, R6 et R9, un groupe amino/ benzylamino et 
methyle, ou chloro, amino et methyle, ou chloro, 
benzylamino et methyle, ou chloro, 3-hydroxybenzylamino et 
15 methyle^ou chloro, 5-hydroxypentylamino et methyle, ou 2- 
hydroxy ethyl amino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxy ethyl amino, amino et methyle, ou 2- 

hydroxyethylamino, isopentenyl. et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, isopentenylamino et methyle, ou 2- 
20 hydroxyethylamino, benzylamino et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et 2-hydroxyethyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, ( 3-hydroxybenzyl ) amino et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, ( 3-hydroxybenzyl ) amino et isopropyle, ou 
25 2- hydroxy isobutylamino, 6-benzylamino et methyle, 2- 

hydroxyethylamino, isopentenylamino et isopropyle, ou ( 2- 
hydroxyethyl ) amino, ( 4-methoxybenzyl )araino et 

isopropyl amino, 

et caracterises en ce qu'ils presentent une IC50 
inferieure ou egale a 5\iM environ pour cdc2/cycline B. 

2- Derives de purine selon la revendication ' 1, 
caracterises en ce que 1* atome d'halogene est choisi parmi 
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le chlore, le brome ou le fluor, le radical alkyle parmi 
les radicaux methyle^ etrhyle, propyle, isopropyle, butyle 
et isobutyle, pentyle, hexyle et heptyle, 

le radical alcoylene, parmi le radical 
5 methylene, ethylene, propylene, isopropylene, butylene, 
isobutylene, pentene ou isopentene, 

• le radical aryle est un groupe benzyle, 

le radical cycloalkyle est un groupe 

cyclohexyle, 

10 . le radical arylene est un groupe benzylene, 

le radical cycloalcoylene -^est un groupe 
cyclohexylene , 

1 ' heterbcycle est un heterocycle azote et/ou 
oxygene tel qu ' un imidazole, un oxadiazole, une pyridine, 
15 une pyridazine ou une pyrimidine, ou encore une 
pyrrolidine. - 

3- Derives de purine selon la revendication 1 ou 
2, caracterises en ce que R2 est choisi parmi les radicaux 
capables de se lier, dans un complexe cdk2/ATP, a une 
20 region de la poche de liaison a I'ATP occupee par le 
ribose. 

4, Derives de purine selon la revendication 3, 
caracterises en ce que R2 est choisi parmi un atome de 
chlore, un radical amino, methylamino, ethylamino, n- 

25 heptylamino, aminoethylamino , aminopropylamino, dimethy- 
laminoethylamino , hydroxye thy 1 amino , hydroxy propyl amino , 
hydroxyisobutylamino, hydroxy pen tyl amino ou hydroxy- 
methylpropylamino, ( 2R)-2~hydroxymethyle-pyrrolidine-l-yl, 
N-benzylami-noethanol , ( R, S ) -amino-hexanol , ( S ) -amino-2- 

30 phenylethanol , ( R ) -amino-2-phenylethanol , ( R ) -amino-3- 

phenylpropanol , ( R , S ) -amino-pentanol , ( R ) -amino-propanol , 
( S )-amino-propanol, ( R ) -N-pyrrolidine methanol. 
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5- Derives de purine selon la revendication 4, 
caracterises en ce que R2 est un groupe hydroxy, 
propylamine - 

6- Derives de purine ' selon 1 ' une des 
5 revendications 1 a 5, caracterises en ce que R6 est choisi 

parmi un groupe amino, isopentenylamino , hydroxy- 
pentylamino, 4-hydroxy-3-raethyl-trans- 2-butenylamino , 

benzylamino hydroxybenzylamino , hydroxyethy 1 benzylamino , 
cyclohexylmethylamino, isopenterte, benzylamino ou (3^iodo)- 

10 benzylamino. 

7. Derives de purine selon la revendication 6, 
caracterises en ce que R6 comporte un residu hydrophobe, 
tel que benzyle ou hydroxy benzy le . 

8- Derives de purine selon I'une des 

15 revendications 1 a 7, caracterises en ce que R9 est choisi 
parmi un atome d'hydrogene, un . radical methyle, isopropyle 
ou hydroxyethyle . 

9, Derives de purine, selon la revendication 8, 
caracterises en ce que R9 est un groupe hydrophobe tel que 

20 le groupe isopropyle. 

10- Derives de purine, caracterises en ce qu'ils 
sont choisis parmi la 2-chloro-6- ( 3-hydroxybenzylamino ) -9- 
methylpurine, la 2-( 3-hydroxypropyl amino ) -6-benzylamino-9- 
isopropylpurine, la 2-D , L- ( 2-hydroxypropylamino ) -6- 

25 benzylamino- 9 -isopropylpurine, la 2-( 5-hydroxypentylamino )- 
6-benzy-lamino-9-isopropylpurine, la 2~ ( 1-D, L-hydroxy- 
methylpropylamino )-6-benzy-lamino-9-isopropylpurine, la 2- 
( aminoethylamino ) -6-benzylamino-9-iso- propylpurine, la 2- 
bis( 2-hydroxyethylamino )-6-benzylamino-9-isopf opyl-purine, 

30 la 2-( 2-hydroxypropylamino )-6-isopentenylamino-9-isopro- 

pylpurine, la 2-( 2-hydroxyethylamino )-6-cyclohexylmethy- 
lamino-9-methylpurine, la 2~( 2-hydroxyethylamino)-6- 
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benzylamino-9-me1:hylpurine, la 2-( 2-hydroxyethyl-amino ) -6- 
benzylamino-9-isopropylpurine, la 2-chloro-6-isopen- 

t:enylamino-9-isbpropylpurine, la 2-( 2 -hydroxys thylamino- 6- 
( 3-hydroxybenzylamino )-9-me1:hylpurine, 6-benzylainino-2- 

5 [( 2R )-2-hydroxymethyl-pyrrolidine-l-yl]-9-isopropyle- ( 9H ) - 

purine non cristalline, 2-[6-benzylamino-9-isopropyle- ( 9H ) - 
purine-2-yl]-N-benzylaminoethanol , 2- ( R, S ) -{6-benzylamino-9~ 
isopropyle-( 9H )-purine-2-yl]-amino~hexanol, 2-( S)-[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle-( 9H )-purine-2-yl]-amino-2-phenyle- 

10 thanol , 2-( R )-[6-benzylamino-9-isopropyle-{ 9H )-purine-2-yl]- 
amino-2-phenyle1:hanol , 2- ( R ) -[6-benzylaInino-9-isopropyle- 
( 9H ) -purine-2-yl]-ainino-3-phenylpropanol , 2- ( R, S ) -[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purin-2-yl]-amino~pentanol, 2-( R )~ 
[6-benzylamino-9-isopropyle~( 9H ) -purine-2-yl]-amino- 

15 propanol , 2- ( S ) -[benzylamino- 9 -isopropyle- ( 9H ) -purine - 2 -yl]- 
amino-propanol, 2-(R)-( - )-[6- ( 3-iodo ) -benzylamino-g-isopro- 
pyle-C 9H)-purine-2-yl]-N-pyrrolidine methanol, 2-(R)-( - )-[6- 
benzylamino-9-cyclopentyle-( 9H )-purine-2-yl]-N-pyrrolidine 
met:hanol . 

20 11- Derives de purine selon la revendication 10, 

caracterises en ce que qu'ils sont choisis parmi la 2-(3- 
hydroxypropylamino )-6-benzylamino-9-isopropylpurine, la 2- 
D, L-( 2-hydroxypropylaniino )-6-benzylamino-9'-isopropylpurine, 
la 2- ( aminoethylamino )-6-benzylamino-9-isopropylpurine, la 

25 2-bis-( 2-hydroxyet:hylamino)-6-benzylamino-9- 

isopropylpurine, la 2-( 2-hydroxypropylaniino ) -6- 

isopent:enylamino-9-isopropylpurine, 6-benzylamino-2-[( 2R)- 
2-hydroxyinethyl-pyrrolidine-l-yl]-9-isopropyle-( 9H )-purine 
non cristalline, 2-[6-benzylainino-9-isopropyle-( 9H )-purine- 
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2-Yl]-N-benzylaininoethanol, 2- ( S )-[6-benzylamino-9- 

isopropyle-( 9H )-purine-2-yl]-ainino-hexahol, 2- ( S ) -[6-benzy- 
lamind-9-isopropyle- ( 9H ) -purine~2-yl]-amino-2-phenyle- 
thanol , 2- ( R ) ~[6-benzylamino- 9 - isopropyle- ( 9H ) -purine-2-yl]- 
amino-2-phenyle1:hanol, 2- ( R )-(6-benzylaniino-9-isopropyle- 
( 9H ) -purine-2-yl]-amino-3-phenylpropanol , 2- ( R, S ) -[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purin-2-yl]-aniino-pbntanol , 2- ( R ) - 
[6-benzylainino-9-isopropyle-(9H)-purihe-2-yl]-amino-propa- 
riol. 2-( S )-[benzylamino-9-isopropyle-'( 9H )-purine-2~yl]- 

amino-propanol , 2- ( R ) - ( - ) -[6- ( 3-iodo ) -benzylamino-9-isopro- 
pyle- ( 9H ) -purine-2 -yl]-N-pyrrolidine methanol , 2- ( R ) - ( - ) -[6- 

benzylamino-9-cyclopen-tyle-(9H)-purine-2-yl]-N-pyrrolidine 
metrhanol . 

12- Les isomeres optiques et les melanges 
racemiques, le cas echeant les isomeres geometriques, des 
derives selon I'une des revendications 1 a 11. 

La 2- ( 1-D, L -hydroxymethyl propyl amino) -6- 
benzylamino- 9- isopropylpurine . 

14- Composi-tions pharmaceutiiques , caracterisees 
en ce qu'elles comprennent one quantise efficace d * au moins 
un derive de purine selon I'une des revendications 1 a 13, 
en association avec un vehicule pharmaceutique. 

15- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 14, caracterisees en ce qu'elles sont 
administrables par voie orale ou injectable. 

16- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 15, caracterisees en ce qu'il s ' agit de 
tablettes, comprimes, gelules, pilules et qu'elles 
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renferment de 1 a 100 mg de principe actif par unite de 
prise, de preference de 10 a 40 mg. 

17- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 15, caracterisees en ce qu'il s'agit de 

5 solutions injectables, ces solutions renfermant 
avantageusement , par unite de prise, de 1 a 50 mg de 
principe actif, de preference de 10 a 30 mg. 

18- Compositions pharmaceutiques selon 1 ' une des 
revendications 14 a 17, caracterisees en ce qu'elles sont 

10 utilisees comme medicaments antimitotiques, en particulier 
pour la chimiotherapie de cancers, ou encore pour le 
traitement de psoriasis, de parasitoses telles que celles 
dues a des champignons ou a des protistes, ou de la maladie 
d' Alzheimer. 

15 19- Compositions pharmaceutiques selon 1 ' une des 

revendications 14 a 17, caracterisees en ce qu'elles sont 
utilisees comme medicaments antineurodegeneratif s, 
notamment antirapoptose neuronale. 

20- Compositions herbicides, caracterises en ce 

20 qu ' elles comprennent au moins un derive de purine selon 
I'une des revendications 1 a 13, eventuellement en 
association avec d ' autres agents phytopharmaceutiques . 
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